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 โครโมโซมของ Clostridium acetobutylicum ATCC 824 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีผลิตอะซิโตน  
บิวทานอล และเอทานอล (ABE) มียีนที่สรางเอนไซมเซลลูเลสที่เรียกวา cel48A ซึ่งอยูในรูปท่ี      
ไมสามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสในการยอยคริสตัลไลนเซลลูโลสได ในการศึกษานี้
ไดพยายามแทนที่ยีน cel48A ดวยยีนพันธุลูกผสมที่สรางเอนไซมเซลลูเลสซ่ึงสามารถแสดง  
แอตติวิตีของเอนไซมและยอยคริสตัลไลนเซลลูโลสไดท่ีเรียกวา SAFA hybrid gene ในโครโมโซม 
ของ  Cl. acetobutylicum ATCC 824 ∆cac1502∆upp∆cel48A mutant โดยคาดหวังท่ีจะไดสายพันธุ     
ลูกผสมใหม ท่ีมีความสามารถท้ังยอยเซลลูโลสและใชน้ํ าตาลจากการยอยเซลลูโลสเปน                         
แหลงคารบอนในการผลิตบิวทานอลได อยางไรก็ตามโคลนท่ีไดไมแสดงการสอดแทรกของ             
SAFA hybrid gene บนโครโมโซม ความเปนไปไดของปญหานี้นาจะเกี่ยวของกับโครงสรางท่ีไม
เหมาะสมของ integration plasmid ท่ีไดสรางขึ้นในสวนของ strong promoter และ reporter system 
การขาด scaffolding หรือ cohesion ท่ีทํางานรวมกันแบบเสริมสรางซ่ึงกันและกันระหวาง cellulosome 
gene ในโครโมโซมและยีนพันธุลูกผสม SAFA รวมถึงการขัดขวางระบบการขับเอนไซมภายในเซลล
โดย precursor ของยีนพันธุลูกผสม SAFA   
 ในสวนของแหลงคารบอนสําหรับ Cl. acetobutylicum เพ่ือใชในกระบวนการหมักสําหรับการ
สราง ABE นั้น เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในฟางขาวสามารถใชเปนสารตั้งตน ทางเลือกใหม
สําหรับเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานใหกับ Cl. acetobutylicum ไดเม่ือฟางขาวไดถูกเปล่ียนให
อยูในรูปน้ําตาลท่ีใชในกระบวนการหมักดังนั้นจึงทําการศึกษาถึงประสิทธิภาพของ Pretreatment โดย
วิธีท่ีตางกันตอคุณภาพของเซลลูโลสจากฟางขาวท่ีผลิตไดและสภาวะท่ีเหมาะสมของการเปล่ียน
เซลลูโลสจากฟางขาวเปนน้ําตาลท่ีใชในกระบวนการหมักโดยวิธีการยอยดวยเอนไซมหรือจุลินทรีย
หรือสารเคมี ผลการทดลองทําใหทราบวา วิธี A2WB1 pretreatment มีประสิทธิภาพสูงสุดในการ
ปรับโครงสรางของเซลลูโลสของฟางขาวเม่ือเทียบกับวิธีอ่ืน ปริมาณท่ีเหมาะสมของเอนไซมเซลลู
เลสอยางหยาบเพ่ือใหไดน้ําตาลรวมทั้งหมดที่มากที่สุด (96.83±1.25 g/L, เรียกน้ําตาลนี้วา GE)          
จากกระบวนการ saccharification คือ 0.7 มิลลิลิตรตอกรัมเซลลูโลสแหง A2WB1 สวนการยอย
เซลลูโลสโดยจุลินทรีย พารามิเตอรท่ีสําคัญ ไดแก ความเขมขนของเซลลูโลส ความเขมขนของ
ไนโตรเจนจากกากยีสตแหงจากโรงงานเบียร อุณหภูมิในการเล้ียง และการเขยาของผสมมีผลอยางมี
นัยสําคัญตอการเพ่ิมความเขมขนของน้ําตาลท่ีผลิตไดหลังการเล้ียง Cl. cellulolyticum DSM 5812 
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สําหรับการผลิตน้ําตาลไซโลสโดยกระบวนการยอยฟางขาวดวยกรดสองครั้งทําใหไดสารละลาย
ไฮโดรไลเสท (ท่ีเรียกวา ARSH) ซ่ึงมีน้ําตาลท้ังหมด 44.67 กรัมตอลิตร 
 ลําดับตอมาไดทําการศึกษาการผลิต ABE จากน้ําตาลไซโลสที่อยูใน ARSH ซึ่งไดผาน
กระบวนการกําจัดสารพิษดวยวิธีการตางกัน ผลการทดลองสามารถสรุปไดคือ Cl. acetobutylicum 
ATCC 824 สามารถการเจริญและผลิตสารละลาย ABE ไดมากท่ีสุดใน ARSH ท่ีผานการกําจัดสารพิษ
ดวยวิธี over-titration plus activated charcoal absorption สุดทายทําการศึกษาการใช Cl. acetobutylicum 
รวมสองสายพันธุคือ Cl. acetobutylicum ATCC 824 และ Cl. acetobutylicum TISTR 1462 และใช
น้ําตาล GE เพ่ือปรับปรุงการผลิต ABE ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาความเขมขนของ ABE ท่ีผลิต
ไดจากการกระบวนการหมักแบบกะท่ีใชเช้ือสองสายพันธุรวมกันมีคาต่ํากวากระบวนการหมัก
เดียวกันแตใชเช้ือเพียงชนิดเดียวอยางไรก็ตามผลผลิตและความเขมขนของ ABE มากท่ีสุดท่ีผลิตได
โดยเช้ือชนิดเดียวท่ีใชน้ําตาล GE มีคาสูงกวาวิธีการหมักเดียวกันท่ีใชน้ําตาลกลูโคสในเชิงการคา 
สรุปภาพโดยรวมทั้งหมดของการศึกษากลาวไดวา ฟางขาวมีศักยภาพที่จะใชเปนสารตั ้งตน
จําพวกลิกโนเซลลูโลสในการผลิตบิวทานอลในกระบวนการหมักแบบกะดวย Cl. acetobutylicum 
ATCC 824 และ TISTR 1462 ได 
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The chromosome of Clostridium acetobutylicum ATCC 824 is an acetone-
butanol-ethanol (ABE) producing strain which consists of the inactive cellulase gene 
cel48A which results in a lack of cellulase activity towards crystalline cellulose. In this 
study, the replacement of the cel48A with a SAFA hybrid gene as an active cellulase gene 
in the chromosome of Cl. acetobutylicum ATCC 824 cac1502uppcel48A mutant was 
used to attempt the construction of a new recombinant strain as a cellulolytic-solvent 
producing strain. However, the clones obtained did not show the insertion of the 
hybrid gene on the chromosome. This could probably be attributed to the unsuitable  
gene structure of the integration plasmid such as the strong promoter and reporter 
system; lacking the complementary scaffolding or cohesion in the Clostridium 
chromosomal cellulosome gene to the hybrid gene employed; and blocking from the 
secretory system of the Clostridium cell from the precursor of the SAFA gene. 
Regarding the carbon source for ABE fermentation by Cl. acetobutylicum, 
cellulose and hemicelluloses of rice straw can be an alternative substrate as a carbon 
source and energy for fermentation when they are converted to fermentable sugars. 
Thus, the effectiveness of various pretreatments of rice straw on the quality of rice straw 
cellulose (RSC) and the optimum condition of the RSC to fermentable sugars conversion 
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by enzymatic, microbial and chemical hydrolyses were investigated. The results revealed 
that the A2WB1 pretreatment method had the highest effective modification of the 
RSC compared with other methods. The optimum dose of crude cellulase enzymes to 
achieve maximal total sugars (96.83±1.25 g/L, this sugar called GE) from the saccharification 
was 0.7 mL/g of dry A2WB1 cellulose. For the cellulose hydrolysis of the microorganism, 
major parameters including cellulose concentration, spent’s brewer yeast concentration, 
growth temperature and agitation had a significant effect on the increase of glucose 
concentration after fermentation by Clostridium cellulolyticum DSM 5812. With 
xylose production by the two-stage acid pretreatment of rice straw, acid rice straw 
hydrolysate (ARSH) was obtained. It consisted of 44.67 g/L total sugars. 
The investigation of ABE production from xylose in ARSH was carried out by 
different detoxification methods. The results showed that Cl. acetobutylicum ATCC 824 
could grow and produce ABE in the detoxified ARSH with over-titration plus activated 
charcoal carbon absorption. Finally, the use of co-culture between Cl. acetobutylicum 
ATCC 824 and Cl. acetobutylicum TISTR 1462 and GE sugar was investigated with 
the aim of improving ABE production. The results demonstrated that the amount of 
ABE obtained from batch fermentation by the co-culture was lower than the single 
culture. However, the maximum ABE yield and ABE concentration by using GE were 
higher than those of commercial glucose. Overall, the results of this study demonstrate 
that rice straw is a potential lignocellulosic substrate for ABE production in batch 
fermentation by both Cl. acetobutylicum ATCC 824 and TISTR 1462 strains.  
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